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ATP-binding cassette (ABC) タンパク質は、ATP の加水分解エネルギーを駆動力として
膜を介した様々な物質の輸送を担っている。ヒトにおいては 49 種類の ABC タンパク質が
同定され、A‒G のサブファミリーに分類されている。サブファミリーD には、ABCD1、 
ABCD2、ABCD3、ABCD4 の 4 種類が同定されている。ABCD1‒3 は N 末端の疎水性領域
を介してペルオキシソーム形成因子 Pex19p と結合することでペルオキシソームに局在化
する。ABCD1, 2 は極長鎖脂肪酸 CoA、ABCD3 は分枝鎖脂肪酸 CoA ならびに C27 胆汁酸
CoA の細胞質からペルオキシソーム内への輸送に関与することが知られている。また、 
ABCD1 と ABCD3 の遺伝子変異は、それぞれ副腎白質ジストロフィー、重篤な肝障害の原
因となる。最近、Arabidopsis thaliana におけるヒト ABCD1 のホモログである COMATOSE 
（CTS）が acyl-CoA thioesterase 活性を持つことが見いだされ、ABCD1 は極長鎖脂肪酸 CoA
を加水分解後、遊離脂肪酸をペルオキシソーム内へ輸送する可能性が示された。しかし、 
ABCD1‒3 の基質輸送機構の詳細は不明である。 
 ABCD4 は ABCD1‒3 が持つ N 末端の疎水性領域を持たないためシグナル認識粒子と結
合し、ペルオキシソームではなく小胞体に局在化する。しかし、ABCD4 遺伝子の変異が
リソソーム内へのビタミン B12 の異常蓄積を引き起こすことが報告された。このことから、 
ABCD4 は小胞体ではなくリソソームに局在し、リソソーム内から細胞質へのビタミン B12
輸送に関与することが示唆された。また、同様の異常蓄積がアダプタータンパク質と考え
られているリソソーム膜タンパク質LMBD1の変異でも引き起こされる。そこで申請者は、 
ABCD4 は小胞体膜上で LMBD1 と複合体を形成することによりリソソームに移行し、機
能すると考えた。ABCD4 がリソソーム内から細胞質にビタミン B12 を輸送するのであれ
ば、ABCD1‒3 とは逆向きに基質を輸送することとなり、同一のトポロジーをもつ
ABCD1‒4 がどのように基質輸送の方向性を決めているか興味深い。 
そこで本研究では、哺乳動物細胞を用い LMBD1 を介した ABCD4 のリソソーム膜局在
化機構を解析した。次に、ABCD タンパク質の詳細な機能解析を行うために、各 ABCD
タンパク質をメタノール資化性酵母 Pichia pastoris に異種発現させ、精製してプロテオリ
ポソームへ再構成する方法を確立した。さらにプロテオリポソーム膜上での ABCD1‒4 が
持つ ATPase 活性、acyl-CoA thioesterase 活性を解析した。 
論 文 内 容 の 要 旨 
第 1章 ABCD4 のリソソーム膜局在化機構の解析 1) 
ABCD4-HA 単独で HuH7 細胞に安定発現させ、免疫染色法により細胞内局在を解析す
ると、ABCD4-HAは小胞体に局在していた。一方、ABCD4-HA安定発現株に LMBD1-GFP
を共発現させると両タンパク質はリソソーム上で共局在したことから、ABCD4 は LMBD1
を介してリソソームに移行することが示唆された。ABCD4 と LMBD1 が複合体を形成す
ることを検証するため、LMBD1-GFP安定発現 CHO細胞に ABCD4-HA を一過性に発現さ
せ、抗 HAタグ抗体を用いて pull down assayを行った。すると、LMBD1-GFP は ABCD4-HA
と共沈降した。さらに、HEK293 細胞から得た膜画分を可溶化し、抗 ABCD4 抗体を用い
た共免疫沈降を行うと LMBD1 が共沈降した。これらの結果から、ABCD4 と LMBD1 が
複合体を形成することを明らかにした。次に、ABCD4 の LMBD1 との相互作用領域の解
析を行った。立体構造を可能な限り保持するために、ABCD4 の膜貫通 helix1‒6を LMBD1
と相互作用しない ABCD1の対応する領域とそれぞれ置換したキメラタンパク質 6種を作
製し、LMBD1-GFPと共発現させた。すると膜貫通 helix1, 3, 4, 6を置換したキメラタンパ
ク質は LMBD1-GFPとリソソームで共局在したが、膜貫通 helix2, 5を置換したキメラタン
パク質は LMBD1-GFPとは共局在せずリソソームに移行しなかった。 
次に、ABCD4 のリソソームへの移行が LMBD1に依存するか検討した。LMBD1 のアミ
ノ酸配列を解析し、リソソーム移行シグナルと予想される 2 つの領域 233YERL および
295WTKF をアラニンに置換した変異型 LMBD1-GFP を作製した。このうち
LMBD1(233YERL/AAAA)-GFPはリソソームに局在化せず、多くは細胞膜に局在した。こ
の変異型 LMBD1-GFP と ABCD4-HA を共発現させると、ABCD4 は細胞膜上で変異型
LMBD1 と共局在した。続いて、野生株ならびに LMBD1 欠損株を用いて内在性 ABCD4
の細胞内局在を解析すると、野生株では ABCD4はリソソームおよび小胞体に局在してい
たが、LMBD1 欠損株ではリソソームに局在する ABCD4 が顕著に減少した。 
以上の結果より、ABCD4 は小胞体上で LMBD1と相互作用し、LMBD1に依存してリソ
ソームへ局在化することを明らかにした。
第 2章 ABCDタンパク質の P. pastoris での発現、精製およびリポソームへの再構成 2) 
ABCDタンパク質の詳細な機能解析のためには、ABCDタンパク質を精製しプロテオリ
ポソームへ再構成することが重要なステップである。しかし、哺乳動物細胞を用いた過剰
発現系では、解析に必要な量の ABCDタンパク質を得ることは出来ない。そこで、ABCD
タンパク質を P. pastorisに異種発現させ、精製、再構成を行った。
N 末端に His タグを付加した ABCD1‒4 をアルコールオキシダーゼプロモーター支配下
で P. pastorisに導入した。ABCD3 は使用コドンを P. pastorisにあわせて最適化することで
発現に成功した。ABCD1‒4 を導入した P. pastoris を炭素源としてメタノールを含む培地
へ移すことで ABCD1‒4 の発現誘導を開始し、誘導開始後 12 時間で十分な発現が見られ
た。発現させた各 ABCD タンパク質を 0.2％ β-DDM で可溶化し、His タグアフィニティ
精製により ABCD1‒4 をメジャーバンドとして得ることに成功した。得られた精製タンパ
ク質をダイズ由来の L-α-phosphatidylcholine を用いて作製したリポソームとインキュベー
トした後、β-DDM の臨界ミセル濃度以下に希釈し、遠心することでプロテオリポソーム
を調製した。作製したプロテオリポソームを用いて ABCD1‒4 の ATPase 活性を測定した
ところ、ABCD1‒4 は同程度の ATPase 活性を示し、この活性は ATPase 活性の阻害剤であ
る AlF3 で強く阻害された。この結果から、精製した ABCD1‒4 は活性を保持した状態でプ
ロテオリポソームへ再構成されたことを確認した。Acyl-CoA thioesterase 活性の測定では、
遊離した CoA を定量する従来のエルマン法では感度が低いため、蛍光基ニトロベンゾオ
キサジアゾール（NBD）で標識した NBD-パルミトイル CoA を基質として用いる新規測
定法を確立した。この測定法で解析を行った結果、ABCD1‒3 に加え、ABCD4 も acyl-CoA 
thioesterase 活性を持つことを明らかにした。 
総括 
本研究により、ABCD4 は単独では小胞体に留まり、小胞体上で LMBD1 と複合体を形
成し、LMBD1 のリソソーム移行能に依存してリソソームへ局在化することを明らかにし
た。これは、ABC タンパク質がアダプタータンパク質と結合することで目的の場所に局
在化する初めての例である。また、ABCD1‒4 を P. pastoris に異種発現させ、精製し、活
性型としてプロテオリポソームへ再構成することに成功した。これらのプロテオリポソー
ムを用い、ABCD1‒4 が ATPase 活性に加え、acyl-CoA thioesterase 活性を持つことを示し
た。よって、ABCD1‒3 における多様な脂肪酸 CoA 輸送での acyl-CoA thioesterase 活性の
役割が検証可能になった。また、ABCD1‒4 のもつ acyl-CoA thioesterase 活性は一般的な
acyl-CoA thioesterase 活性の比活性と比較して 1/1000 程度であった。これは、ABCD1‒4 が、
脂肪酸 CoA 由来のアシル基と比較的安定な共有結合を形成することを示唆する。脂肪酸
CoA の輸送に関与しない ABCD4 では、アシル化によりビタミン B12 輸送が制御されてい
ることが考えられる。 本研究において、ABCD1‒4 のリポソームへの再構成系を確立した
ことで、今後、ABCD1‒4 のより詳細な機能解析が可能となった。 
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 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 
細菌から哺乳類まで生物界に広く分布する ATP-binding cassette (ABC) タンパク質は、ヒ
トでは A~G の 7 つのサブファミリーに分類され、現在までに 49 種類が同定されている。
ABC タンパク質は、ATP の加水分解エネルギーを駆動力として、生体膜を介する様々な物
質の輸送を行う膜タンパク質である。このうち、ABC タンパク質サブファミリーD は、
ABCD1、ABCD2、ABCD3、ABCD4 の 4 種類から構成される。しかし、これら ABCD タン
パク質の細胞内の局在化機構や基質の輸送機構の詳細が不明であった。本研究は、ABCD
タンパク質の未知機能の解明を目指して行われた。 
 
研究1   ABCD4 のリソソーム膜局在化機構の解析 
ABCD4 は、他の 3 つのファミリー分子が持つ N 末端の疎水性領域を持たないため、ペル
オキシソームではなく小胞体に局在化することが明らかにされていた。一方、ABCD4 遺伝
子の変異がリソソーム内へのビタミン B12の異常蓄積を引き起こすこと、同様の異常蓄積が
リソソーム膜タンパク質である LMBD1 の変異でも起こることが他の研究グループにより
報告された。研究 1 では、「ABCD4 が小胞体膜上で LMBD1 と複合体を形成することによ
りリソソームへ移行することで機能する」という仮説の検証が行われた。 
HuH7 細胞に発現させた HA タグ ABCD4 タンパク質は小胞体に局在化したが、GFP タグ
LMBD1 をこの細胞に共発現させることにより、両タンパク質はリソソーム上で共局在化す
ることがわかった。この結果から、LMBD1 を介して ABCD4 がリソソームへ移行すること
が強く示唆された。また、免疫沈降実験により ABCD4-HA が LMBD1-GFP と相互作用する
ことがわかった。LMBD1 のリソソーム移行シグナル部位におけるアラニン変異体を作製
し、その細胞内局在を調べたところ、この変異体がリソソームではなく、細胞膜に局在化
することがわかった。この LMBD1 の変異体と ABCD4-HA を共発現させると、ABCD4 が細
胞膜上で LMBD1 と共局在化することがわかった。さらに、内在性 LMBD1 をノックアウト
した細胞株を用いて内在性 ABCD4 の細胞内局在を解析した結果、リソソームに局在する
ABCD4 の量が顕著に減少することがわかった。以上の結果から、ABCD4 が小胞体上でア
ダプタータンパク質LMBD1と結合し、LMBD1のリソソームへの移行能に依存して、ABCD4
がリソソームへ局在化する機構が明らかになった。本研究から、ABC タンパク質がアダプ
タータンパク質と会合することでその局在化するオルガネラが決定されるという ABC タン
パク質の局在化機構の新しい概念が提示された。 
 
研究2   ABCDタンパク質のPichia pastorisでの発現、精製およびリポソームへの再構成 
ABCD1-3 は、ペルオキシソームに局在し、極長鎖脂肪酸 CoA を含む様々な脂肪酸 CoA を
ペルオキシソーム内に輸送する。一方 ABCD4 は、リソソーム内から細胞質へのビタミン
B12輸送に関与することが示唆されている。しかし、これらの ABCD タンパク質の詳細な基
 質輸送機構についてはよくわかっていない。ABCD タンパク質の詳細な機能解析のために
は、ABCD タンパク質を大量に調製し、その機能を評価する実験系を構築する必要があっ
た。研究 2 では、メタノール資化性酵母 P. pastoris に 4 種類のヒト ABCD タンパク質を発
現させ、この酵母から精製した ABCD タンパク質をリポソームへ再構成することで ABCD
膜タンパク質の機能を評価する実験系の構築が試みられた。 
N 末端に His タグを付加した 4 種類のヒト ABCD タンパク質をコードする遺伝子それぞ
れを P. pastoris に導入し、炭素源としてメタノールを含む培地で培養した後、アルコール
オキシダーゼプロモーター支配下で ABCD タンパク質を発現誘導した。酵母に発現させた
ABCD タンパク質は、n-Dodecyl-β-D-maltoside で可溶化した後、His タグアフィニティ樹脂
により精製した。得られた ABCD タンパク質は、ダイズ由来の L-α-phosphatidylcholine を用
いて作製したリポソームへ再構成し、プロテオリポソームを調製した。 
このプロテオリポソームを用いて ABCD タンパク質の ATPase 活性を測定した結果、
ABCD1‒4 に同程度の ATPase 活性を検出した。また、蛍光基ニトロベンゾオキサジアゾー
ル（NBD）で標識した NBD-パルミトイル CoA を基質とした新規測定法を確立することで、
ABCD1‒4が acyl-CoA thioesterase 活性を示すことを明らかにした。 
以上の研究から、活性のある状態で ABCDタンパク質をリポソームへ再構成することで
ABCDタンパク質の基本活性である ATPase 活性のみならず、acyl-CoA thioesterase 活性を
検出する実験系を構築した。本実験系により、今後 ABCDタンパク質のより詳細な機能解
析が可能になると思われる。 
 
 これらの研究成果は、下記に示す国際的学術誌に公表されたこと、また面接等による学
位論文審査の結果、提出した論文内容が博士（薬科学）の学位を授けるに値すると判断し
た。 
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